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RESUMEN
La leptospirosis canina es una enfermedad infecciosa zoonótica donde el canino puede ser el transmisor
y llegar a ser fatal. Se realizó un trabajo sero-epidemiológico de campo con el fin de evaluar la prevalencia
de los perros protegidos frente a leptospiras, conocer y evaluar la eficacia de las vacunas e identificar los
factores relacionados al estado inmune del animal. Se analizaron 704 sueros caninos en la región de
Aragón (España). Los anticuerpos fueron detectados con un test indirecto de ELISA usando como antígeno
la cepa Wijnberg de L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae sv. Copenhageni. Los puntos de cortes
para los seropositivos fueron establecidos en la población de animales vacunados y no vacunados de
forma separada. Aproximadamente un 14,92% de los perros no vacunados estuvieron en contacto con
leptospiras y cerca de un 8,81% eran posibles portadores. Más de la mitad de los perros vacunados fueron
seronegativos y no se encontraron animales potencialmente leptospiúricos en este grupo, porque posi-
blemente estaban protegidos contra una dosis leptospiral baja.
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                                                                                   ABSTRACT
Canine leptospirosis is an infection disease and dogs might be the source of leptospiral infection to
humans (zoonosis), who, may develop severe or fatal clinical presentations. A field sero-epidemiological
study was carried out in order to evaluate the prevalence of protected dogs, to know vaccine efficacy, and to
identify the factors related to their immune status. We analyzed 704 dogs sera in the region of Aragon
(Spain), and. antibodies were detected by an indirect ELISA test using L. interrigans serogroup
icterohaemorrhagiae sv. Copenhageni as antigen. Cut- off points for positive were established in vaccinated
and non vaccinated dog populations separately. Approximately a 14.92% of non vaccinated dogs, had
contacted with leptospiras, and near an 8.81% were probably carriers. Prevalence of seropositivity animals
increases with age which can be due to natural contacts with leptospiras. We found higher seropositivity in
winter related to spring. Over half of the vaccinated dogs were seronegative, but potential renal carriers
were not found in this group, possible that vaccinated dogs were protected against to low leptospiral dose.
Key words: leptospirosis, serology, vaccinations, immunological status, canines.
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  INTRODUCCIÓN
La Leptospirosis es una zoonosis bacteriana de
distribución e importancia mundial, que afecta a
numerosas especies animales domésticas, salvajes y
al hombre. La enfermedad se manifiesta con mayor
gravedad en los países tropicales donde concurren las
condiciones idóneas de transmisión (1). La infección
se manifiesta de forma subclínica en la mayoría de
los casos. Cuando se manifiesta clínicamente se
caracteriza por producir cuadros de afección hepática,
renal, vascular, ocular y/o meníngea que pueden ser
mortales [2, 3, 4, 5].
La vacunación frente a la Leptospirosis está
indicada en los animales que representan un riesgo
potencial de infección para la especie humana y en
aquellos en los que la infección puede acarrear pérdidas
económicas importantes[3].
La mayoría de las vacunas actuales, contienen la
bacteria completa inactivada por métodos químicos
(generalmente con formol) y carecen de adyuvante
[ 4, 6, 7, 8]. En los últimos veinte años, se ha discutido
ampliamente la eficacia de las vacunas disponibles en
el mercado, no solo en relación con la prevención de
la leptospirosis clínica, sino también en relación con
el estado de portador renal y en algunas publicaciones,
su eficacia ha sido cuestionada[9]. Diversos estudios
sero-epidemiológicos, han detectado el aumento de
la frecuencia de serovariedades como  L. gripptyphosa,
pomona, hardjo, bratislava, ballum y tarassovi, entre
otras, se ha comenzado a comercializar en Estados
Unidos una vacuna inactivada para la especie canina,
que contiene las dos primeras [10, 11, 12, 13, 14].
Se ha desarrollado un estudio sero-epidemiológico
en una población canina de la región de Aragón
(España), con la intención de conocer la prevalencia
de perros que contactan con leptospiras, así como la
eficacia de las vacunas y los factores asociados a ella,
en relación a la prevención de la infección activa por
leptospiras o el estado de portador.
                  MATERIALES Y MÉTODOS
a.-Perros y muestras del estudio:
El estudio fue realizado en la Provincia de Zaragoza,
España, en 704 perros domésticos. Los perros
procedían de clínicas privadas, criaderos y particulares
que accedían al Hospital clínico Veterinario de la
Universidad de Zaragoza. Las condiciones de selección
de los perros se basaban en la accesibilidad al historial
del perro y la posibilidad de conseguir datos
relacionados con la vacunación. Los sueros obtenidos
tras la centrifugación de las muestras de sangre eran
numerados y conservados a temperatura inferior a
-20ºC hasta su uso.
b.-Tamaño de la muestra:
Fue determinado por medio del programa Win-
Episcope 2.0 [15]. Considerando un número de
población accesible de 2000 (n), en el área de estudio
y un 50% de prevalencia esperable, con un 5% de error
aceptado y un 95% de intervalo de confianza.
c.-Técnica ELISA Indirecta:
Se utilizó un método ELISA indirecto convencional,
la presencia de anticuerpos se determinó mediante
un conjugado anti IgG de perro marcado con
peroxidasa. El antígeno de unión a la placa es un
componente de la envoltura de la cepa Wijnberg de
L.interrogans serogrupo icterohaemorrhagiae sv.
Copenhageni, (cedido por el Dr. Dirk Hoower, Facultad
de Veterinaria de Utrecht -Holanda).
Se realizaron 8 diluciones en base 2 del suero con-
trol positivo en volúmenes de 100 µl, partiendo de la
dilución 1:50. El suero control negativo se incorpora a
la dilución 1:50 en idéntico volumen, al igual que cada
uno de los sueros del estudio, que se dispensan en
volúmenes de 100 µl, a la dilución 1/50.
La lectura se realizó en un lector espectrofotómetro
(Multiskan EX, Labsystems) a 450 nm de longitud de
onda. La prueba es válida si la densidad óptica del
Control (-) está comprendido entre 0,2-0,3 y la dilución
1/50 del Control (+) es superior a 1,2
Interpretación: a cada suero problema se le asignó
el valor porcentual de la densidad óptica (D.O.),
alcanzada por el control positivo a la dilución 1:50,
sustrayendo el valor alcanzado por el control negativo
(coloración de fondo), en cada microplaca realizada,
según la ecuación [16]:
% = [ D.O. Sx - D.O. Sc-] /[ D.O. Sc+ - D.O. Sc-]  x 100
Siendo Sx: Suero problema; Sc+: Suero control
positivo y Sc-: suero control negativo
Dada la correlación existente (R2 = 1), entre la
cantidad de anticuerpos contenida en el suero y la D.O
alcanzada se estableció el título equivalente para cada
suero atendiendo a su ecuación, siendo x el porcentaje
alcanzado por cada suero problema:
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que es una técnica segura, fiable, fácil de realizar y
admitida para la demostración de infección ya sea
reciente y activa o se trate de portadores [8, 17, 18,
32]. Esta técnica ha sido descrita y recomendada por
la OIE por su alta sensibilidad para detectar las IgG
desde las dos semanas tras la infección o tras la
vacunación [4]. La comparación con la técnica de
referencia de Microaglutinación (MAT), ha mostrado
una correlación aproximada del 90%, aunque algunos
autores consideran que la técnica ELISA tiene mayor
sensibilidad que el MAT. Se le reconoce una sensibilidad
comprendida entre el 97,5% al 99,5% y una
especificidad entre el 91 al 92%  [8, 11]. Otros autores
afirman que el test ELISA, tiene 100% de sensibilidad
y 95,6% de especificidad si se parte del umbral de
positividad del MAT en 1:100, independientemente de
la serovariedad, lo que sugiere que existen anticuerpos
no aglutinantes en el suero que no pueden ser
detectados por el MAT, pero si por ELISA [33].
La técnica empleada en este estudio utilizó la cepa
Wijnberg de L. icterohaemorrhagiae sv. Copenhageni
(34) y el antígeno absorbido a la microplaca se obtuvo
mediante extracción con el detergente taurocolato
(34), que muestra una reacción común a todas las lep-
tospiras patógenas. Por lo que los resultados de la
prueba ELISA que se utilizó, no se consideran
específicos para la sv. Icterohaemorrhagiae y puede
detectar anticuerpos frente a las diferentes
serovariedades de leptospiras, ya sea tras el contacto
natural o tras la vacunación.
b.-Sobre el estado inmune humoral frente a lep-
tospiras de la población no vacunada.
En la población no vacunada estudiada, se ha
detectado un 14,92% de seropositivos a Leptospiras,
lo que podría considerarse relativamente bajo si se
compara con las seroprevalencias encontradas por
otros autores, sin embargo, en esos estudios se
observa que es muy variable dependiendo de la
serovariedad, de la población canina en estudio, del
origen geográfico, de la técnica utilizada y del año del
estudio [10, 11, 19, 21, 24, 25, 27, 35, 36, 37, 38].
En general se admite que en las regiones tropicales,
cercanas al mar y templadas, se dan las condiciones
idóneas para el mantenimiento y transmisión de la
infección por leptospiras, aunque presentan
distribución mundial y siempre que existan portadores
y un medio ambiente adecuado, la transmisión puede
ocurrir (10, 39). En consecuencia, estos resultados
sugieren que la población no vacunada estudiada,
mayoritariamente está formada por perros urbanos,
tiene contacto con portadores de leptospiras, ya sea
por medio de ratas, o a partir de otros perros (8,81%
de posibles portadores en la población no vacunada).
La evolución del perro infectado por leptospiras al
estado de portador, es considerada frecuente por
numerosos autores[6, 7, 24, 40, 41] y principalmente,
se relaciona con la sv. Canicola, de modo que en perros
no vacunados se ha llegado a detectar entre el 50 al
75% de portadores de la misma y aunque sea menos
frecuente, en ocasiones también se producen
portadores de la sv. Icterohaemorrhagiae [7, 24].
c.-Sobre el estado inmune humoral frente a lep-
tospiras de la población vacunada:
En el conjunto de la población vacunada.
Aproximadamente la mitad de los perros vacunados
de este estudio fueron seronegativos (52,2%) y dentro
de los seropositivos, la mitad tenían títulos
relacionados con la vacunación (22,74%), el resto
presentan títulos bajos que podrían deberse tanto al
contacto natural con leptospiras como a la vacunación
(25,18%), mientras que no se detectaron perros con
títulos que hagan sospechar de una posible infección
actual (activa o portador).
Las vacunas utilizadas en los perros frente a la
infección por leptospiras, están formadas por la bac-
teria completa inactivada y no contiene adyuvante de
modo que su poder inmunizante es considerado bajo,
en términos generales [2, 4, 6, 7, 9, 17, 42] y
explicaría la escasa respuesta inmune humoral
conseguida. Sin embargo, en esta población, no se
han detectado posibles portadores (o infección activa),
de modo que se podría pensar que la vacuna, aun no
consiguiendo una respuesta inmune humoral elevada,
es capaz de proporcionar al perro una impronta que le
permite reaccionar de un modo más rápido y eficaz
cuando entra en contacto con la bacteria virulenta, ya
que tal y como han manifestado otros autores, es
posible que no exista asociación entre la protección y
los títulos de anticuerpos séricos detectados  [6, 32,
43, 44]. En los perros vacunados, podría actuar la
inmunidad de tipo celular, tal como ha sido observado
en bóvidos [45, 46, 47].
Por otro lado, es conocido, que un perro inmunizado
frente a un determinado serogrupo, puede ser
infectado por otros y producir anticuerpos frente al
serogrupo virulento varios días antes que un perro no
vacunado previamente. No existe protección cruzada,
pero la vacunación frente a una determinada
serovariedad produce una rápida respuesta a una cepa
virulenta y probablemente, la respuesta inmune hu-
moral eficaz para proteger frente a la manifestación
clínica grave [48, 49].
La leptospirosis tiene baja prevalencia en el área
del estudio (tierra interior del cuadrante Nordeste de
C. Saldivia, M. Simón, C. Ortega, J. Alonso
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la península ibérica) y en condiciones naturales, los
perros estudiados, tienen baja probabilidad de
enfrentarse a dosis altas de serovariedades virulentas.
La prevalencia más alta de casos humanos se observa
en la costa mediterránea comprendida entre Valencia
y Gerona, con especial presencia en Tarragona [7, 50,
51, 52]. Esto explicaría porque, a pesar de que la
vacuna resulte poco eficaz, los perros vacunados no
lleguen a presentar formas activas de la infección.
                       CONCLUSIONES
La población de perros no vacunada frente a lep-
tospiras presenta un 8,81% de posibles portadores de
las mismas, indicando que la transmisión ocurre incluso
en áreas no especialmente predispuestas como la
estudiada (Aragón) y en áreas urbanas, lo que significa
un riesgo potencial de transmisión a la especie
humana. La vacunación parece conseguir que no se
establezcan infecciones activas o portadores de lep-
tospiras en este tipo de áreas de baja prevalencia de
infección.
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